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要約 
目的：全身の血管、循環機能の恒常性維持に血管内皮は必須である。また、転写因子
である NF-κB は、炎症や酸化ストレス反応、細胞接着因子といった様々な遺伝子発現
を調節している。そこで私は、血管内皮細胞における NF-κB 経路を遮断することで、
主に内膜、中膜での炎症反応により進展する粥状動脈硬化、さらには外膜、中膜の炎
症反応によって引き起こされる血管リモデリング、腹部大動脈瘤の形成に対して血管
内皮の NF-κB 経路の役割について検討を行った。 
方法、結果：血管内皮細胞における NF-κB 経路を遮断するために、私は血管内皮特異
的に dominant-negative form の IκBα蛋白を過剰発現させたトランスジェニックマ
ウス（E‐DNIκB マウス）を作製した。この E‐DNIκB マウスを粥状動脈硬化発症モデ
ルである apolipoproteinE (ApoE)欠損マウスと交配させ、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス
を作製した。このマウスに 6ヶ月間の高コレステロール食負荷を行ったところ、コン
トロール群の ApoE 欠損マウスと比較して、血管における炎症が抑制され、粥状動脈
硬化の発症･進展が著明に抑制された。次に、血管リモデリングに対する血管内皮細
胞 NF-κB 経路の役割を検討するため、大腿動脈にカフ留置を行なった。E‐DNIκB マ
ウスでは、血管の炎症や平滑筋増殖因子の発現が有意に抑制され、カフ留置により引
き起こされる大腿動脈における内膜肥厚の進展が著明に抑制された。さらに、ApoE
欠損マウスにアンジオテンシンⅡを負荷することにより腹部大動脈瘤を発症させる
腹部大動脈瘤発症モデルを用いて、血管内皮細胞 NF-κB 経路の役割を検討した。E‐
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DNIκB;ApoE 欠損マウスでは、血管の炎症が有意に抑えられ、さらに MMPs の活性化や
発現が抑制され、腹部大動脈瘤の形成が著明に抑制された。 
結論：血管内皮における NF-κB 経路の遮断により、粥状動脈硬化の発症進展や血管リ
モデリング、腹部大動脈瘤の発症進展を抑制することができた。今回の私の研究によ
り、粥状動脈硬化、さらには血管リモデリング、腹部大動脈瘤形成の機序として、NF-κB
経路を介した血管内皮の重要性が証明された。そして、この血管内皮細胞における
NF-κB 経路は、心血管病や血管形成術後の再狭窄からの保護における新たな治療のタ
ーゲットとなり得る可能性が示された。 
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研究背景・研究目的 
血管を構成する血管内皮細胞は一層で形成され、血液と血管を隔てている。そして、
この血管内皮は、血管や循環の維持のために非常に重要な役割を果たしている。血管
内皮細胞は、サイトカイン、成長因子、接着因子などさまざまな炎症関連因子を産生、
活性化する 1、2。全身の血管内皮細胞を集めることができると仮定すると、総重量は
肝臓に、一面に敷き詰めることができれば、総面積はテニスコート 6 面分に匹敵し、
血管内皮はヒト最大の内分泌器官とも称されている。そして、この血管内皮の損傷や
機能障害は、動脈硬化や高血圧、免疫異常など、さまざまな病気を引き起こすことが
報告されている 3、4。そこで、私は、内膜、中膜での炎症反応により発症進展する粥
状動脈硬化、さらには主に外膜、中膜での炎症反応により引き起こされると考えられ
ている血管リモデリングや腹部大動脈瘤の病態に対する血管内皮の役割について注
目した 5、6。 
動脈硬化や血管形成術後の再狭窄、腹部大動脈瘤などの主要な血管病において、血
管における炎症反応は、重要な役割を演じている 6-11。粥状動脈硬化は、血管内皮へ
の脂質粒子の集積、血管内皮細胞の活性化、ケモカインの放出、血管内皮下組織への
マクロファージ等の免疫細胞の浸潤、血管内腔の狭小化を特徴とする。そして動脈硬
化の形成において、血管内皮は重要な役割を演じていると考えられている 12。一方で、
血管形成術後の再狭窄として重要な内膜肥厚は、血管壁中膜の平滑筋細胞の遊走、集
積、さらには、内膜での細胞外マトリックスの沈着を特徴とする。カフ障害モデルは、
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血管リモデリングの研究のために一般的に使用されているモデルである。カフ障害は、
外膜の炎症を起こし、中膜の平滑筋細胞の集積を引き起こす 5、13。しかし、この過程
の詳細な機序、特に血管内皮の役割については不明な点が多い。さらに、腹部大動脈
瘤は、大動脈壁構造の破壊により、血管壁が拡大することが特徴である慢性炎症であ
り、外膜、中膜での炎症が病因として報告されている 6。腹部大動脈瘤発症モデルと
して、アンジオテンシンⅡ(AngⅡ)を apolipoproteinE (ApoE) 欠損マウスに 4 週間
持続投与する方法がよく行われている 14-16。このマウスでは、瘤の組織において、単
球/マクロファージの誘導、平滑筋の分化増殖 17、matrix metalloproteinases (MMPs)
の活性の増加、さらには弾性線維、膠原線維を含む細胞外マトリックスの分解 18が起
こるとされている 19。しかし、腹部大動脈瘤に対する血管内皮細胞の役割に関する詳
細な機序についてはほとんど知られていない。 
NF-κB は、炎症反応や酸化ストレスを含め、免疫、アポトーシスなど様々な過程に
おける遺伝子発現の調節を行う転写因子である 20、21。NF-κB は通常、刺激のない状況
では細胞質内に存在し、IκB 蛋白と結合し、核内への移行が阻害されている。しかし、
炎症性刺激や酸化ストレスによりIκB蛋白がリン酸化されるとIκB蛋白が分解を受け、
これにより NF-κB に対する抑制が解除され、NF-κB は核内へ移行し、炎症性蛋白やサ
イトカインなどの転写を活性化する 22。私は、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断
した E‐DNIκB マウスを作製した。今までの解析で、筆者たちは、この E‐DNIκB マウ
スでは、肥満や加齢に伴うインスリン抵抗性が改善し、血管の老化が抑えられ、さら
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には寿命が延長することを示した（投稿中）。また最近、血管内皮細胞でのみ NF-κB
経路を遮断することにより、高血圧により引き起こされる腎障害 23や高脂肪食負荷に
より引き起こされる動脈硬化 24、敗血症により引き起こされる血管障害 25、26を防ぐこ
とが報告されており、血管内皮での NF-κB 経路の種々の病態における重要性が示さ
れている。そこで、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断したこのマウスを使用し、
粥状動脈硬化、血管リモデリング、腹部大動脈瘤への影響を検討した。 
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研究方法 
実験動物  
私は、Tie2 プロモーター/エンハンサーを持つ pSPTg.T2FpAXK ベクター へ、IKKβ
によってリン酸化される 2つのセリン残基(32、36)をアラニンに置換させた変異ヒト
IκBα遺伝子を挿入した。これにより、 dominant-negative form の変異 IκBα蛋白を
血管内皮細胞で過剰発現させ、NF-κB の核移行を抑制し、血管内皮細胞でのみ NF-κB
経路を遮断した E‐DNIκB マウスを作製し、解析を行なった(Figure 1A)。すべての実
験において、対象は同腹子の同系統マウスを使用した。また、C57BL/6J と遺伝的に相
同であった。マウスは、12 時間の明暗サイクル、室温条件、55％の湿度条件、水、通
常餌（65％炭水化物、4％脂肪、24％蛋白）（オリエンタル酵母工業株式会社、東京、
日本）の自由摂取下で飼育を行った。 
高コレステロール食の負荷および粥状動脈硬化の解析 
 粥状動脈硬化の実験のために、粥状動脈硬化発症モデルである apolipoproteinE 
(ApoE) 欠損マウス(The Jackson Laboratory Bar Harbor、ME) 28 との交配を行い、E
‐DNIκB;ApoE 欠損マウス作製した。生後 8週齢から高コレステロール食（42％炭水
化物、36％脂肪、22％蛋白）（オリエンタル酵母工業株式会社、東京、日本）を 6ヶ
月間負荷した。6ヵ月後に大動脈を摘出し、遺伝子発現解析、組織学的解析を行なっ
た。 
大腿動脈周囲へのカフ留置および血管リモデリングの解析 
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 2.0mm のポリエチレン PE-50 チューブ (内径 0.58 mm 、外径 0.965 mm 、Becton 
Dickinson 、NJ 、USA) を 8 週齢の雄マウスの右大腿動脈周囲に留置した 27。反対側
の大腿動脈はカフ留置を行なわないコントロール群とした。カフ留置 1週間後に
RT-PCR による大腿動脈の遺伝子発現の解析を行なった。また、カフ留置 3 週間後に、
大腿動脈を単離し、組織学的解析を行なった。単離した大腿動脈は、50 μm ごとに切
断し、病理組織切片を作製した。切断面の内膜肥厚、中膜面積は、image-analyzing 
software (Scion Corp、Frederick、Md) を使用し測定した。内膜肥厚は、管腔と内
膜内縁の間の領域と定義し、中膜は、内膜外縁と中膜外縁の間の領域と定義した。 
浸透圧ポンプによるアンジオテンシンⅡ (AngⅡ) の注入および腹部大動脈瘤の解析 
 腹部大動脈瘤の実験のため、E‐DNIκB マウスを ApoE 欠損マウス(The Jackson 
Laboratory Bar Harbor、ME、USA)と交配し、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス作製した。
そして、AngⅡ (Sigma-ALDRICH、MO、USA) (1000 ng/min/kg) をマイクロ浸透圧ポン
プ（Model 1004 、Alzet、CA、USA)に注入し、そのポンプを 8週齢の雄 ApoE 欠損マ
ウスの両肩甲骨中央部の皮下に移植し、4週間持続投与した 14、15。AngⅡ投与 4週間後
に遺伝子発現解析、MMPs ゼラチンザイモグラフィーの解析、組織学的解析を行なった。
腹部大動脈瘤の定義は、生理食塩水を 4週間投与したコントロール群と比較し、腎上
の大動脈直径が 50％以上増加しているものとした。 
大動脈 Oil red O 染色 
 高コレステロール食を 6ヶ月間負荷したマウスの大動脈を、10％中性緩和ホルマリ
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ンに 1時間浸し、固定を行なった。固定後の大動脈を 60 %イソプロパノールに 2分間
浸した後に、Oil red O 染色液（武藤化学、東京、日本）に 15 分間浸して染色を行っ
た。 
組織染色 
 TNF-α投与後の NF-κB の核内移行の検討を行なうために、マウスに TNF-αを 10μ
g/kg の量で注射した。そして、30 分後に胸部大動脈を摘出して、10％中性緩和ホル
マリンに 12 時間浸し、固定を行なった。同様に、カフ留置 1週間後の大腿動脈、Ang
Ⅱ負荷４週間後の大動脈を、10％中性緩和ホルマリンに 12 時間浸し、固定を行なっ
た。固定後の組織をパラフィン包埋した後に 3 μm 厚に薄切し、エラスチカ・ヘマト
キシリン・エオジン（EHE）染色を行なった。P65 の染色には、p65 抗体(Santa Cruz 
Biotechnology、CA、USA)を使用した。また、Mac-3 の染色には、Histofine シンプル
ステインマウス MAX-PO (Rat) （Nichirei、東京、日本）を使用した。スライドガラ
ス上の切片を脱パラフィン化した後に、内因性ペルオキシダーゼを除去し、トリプシ
ン処理を行った。Mac-3 の染色 29では PBS にて 50 倍希釈した抗 Mac-3 抗体 (Becton 
Dickinson Biosciences、NJ 、USA) を使用し、4℃の条件でオーバーナイトにて 1次
抗体反応を行った。１次抗体反応後、1 時間 2 次抗体との反応を行った。そして最後
に 3、3´-diaminobenzidine tetrahydrochloride（DAB）との反応を行い、抗原抗体
反応を可視化した。 
凍結切片染色 
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 高コレステロール食を 6 ヶ月間負荷したマウスの心臓、大動脈を、4％パラホルム
アルデヒドに 5 時間浸した後に、10％、20％、30％スクロース溶液にそれぞれ 12 時
間ずつ浸し、脱水した。脱水されたサンプルを Tissue-Tek O.C.T Compound （Sakura 
Finetechnical Co. Ltd. 東京、日本）で包理し、ドライアイス上で凍結させた。凍
結した組織片はクライオスタット（MICROM INTERNATIONAL GmbH、German）を使用し、
5μmに薄切した。内因性ペルオキシダーゼを除去した後に、MOMA-2 の染色では、PBS
にて 3000 倍希釈した抗 Moma2 抗体(Serotec Immunological Excellence、Oxford、UK)
を使用し、室温で 1時間 1次抗体反応を行った。１次抗体反応後、30 分間 2次抗体と
の反応を行った。そして 3、3´-diaminobenzidine tetrahydrochloride（DAB）との
反応を行い、抗原抗体反応を可視化した。また、Oil red O 染色では、60 %イソプロ
パノールに 1分間浸した後に、Oil red O 染色液へ 10 分間浸して染色を行った。 
血液分析 
血糖はアントセンスⅢ（堀場製作所、京都、日本）を用いて測定した。血中インス
リン値は ELISA キット（森永生科学研究所、横浜、日本）を用いて測定した。血中中
性脂肪、コレステロール値は、それぞれトリグリセライドキット、コレステロールキ
ット（東洋紡績株式会社、福井、日本）を用いて測定した 30。血漿 TBARS 値は、TBARS 
Assay キット（Cayman Chemical Co、MN、USA）を用いて測定した。 
血圧測定 
 覚醒時の収縮期血圧は、model MK-2000 BPmonitor for mice and rat (室町、東京、
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日本) を使用して、非観血的 tail cuff 法により測定した 31。マウスを落ち着かせ
た後に、毎回最低 6回の測定を行い、平均値を測定した。 
Matrix metalloproteinases (MMPs) ザイモグラフィー 
 AngⅡ負荷8週間後の大動脈をゼラチンザイモ電気泳動キット（プライマリーセル、
札幌、日本）を使用し、解析を行なった 19。 
血管内皮細胞の単離と培養 
血管内皮細胞は、MACS separation unit(Miltenyi Biotec、Surrey、UK)を使用して、
マウス肺から単離した。 
RNA 抽出とリアルタイム定量 PCR 
試料の RNA は、RNeasy minikit（QIAGEN, Valencia , CA, USA）により抽出した。
cDNA の精製は Quantitect Reverse Transcription Kit（QIAGEN, Valencia , CA, USA）
を用いて行い、合成された cDNA は、リアルタイム定量 PCR 法 （Light Cycler Quick 
System 350S; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）で定量した 30。各遺伝
子の発現量は、内在性コントロールとして用いたbeta actin mRNAの発現量で補正し、
相対値で表記した。リアルタイム定量 PCR 法の際に用いたプライマーの DNA 配列を
table 3 に示す。 
統計 
解析結果は平均値±標準偏差で表記した。2群間の統計的有意差は unpaired t test 
を使用し、検討を行った。P値が 0.05 以下を統計的に有意であると定義した。 
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研究結果 
E‐DNIκB マウスでは、血管内皮細胞で、NF-κB 経路が遮断された 
血管内皮細胞で NF-κB 経路を遮断するため、私は、血管内皮特異的に
dominant-negative form の IκBα蛋白を過剰発現させたトランスジェニックマウス（E
‐DNIκB マウス）を作製した(Figure 1A)。肺組織の免疫ブロット法による解析では、
変異 IκBα蛋白(38kDa)、内因性 IκBα蛋白(36kDa)の確認ができた(Figure 1B)。また、
NF-κB 経路刺激因子である TNF-α投与後に、内因性 IκBαは分解を受けるが、変異 IκBα
蛋白は分解を受けなかった(Figure 1B)。そして、胸部大動脈の免疫染色により、TNF-α
投与後に、E‐DNIκB マウス群で、NF-κB の核内への移行が抑制されることが確認でき
た(Figure 1C)。加えて、単離した血管内皮細胞において、NF-κB 関連遺伝子である
接着因子の VCAM-1 の発現を調べたところ、E‐DNIκB マウス群では、TNF-α投与なし、
TNF-α投与後いずれの条件においても、VCAM-1 の発現増加が、コントロール群と比較
して有意に抑制されていた(Figure 1D)。以上より、E‐DNIκB マウスの血管内皮細胞
で、NF-κB 経路が遮断されていることを確認した。 
血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、粥状動脈硬化の進展が抑制された 
粥状動脈硬化に対する血管内皮細胞の NF-κB 経路の役割を調べるために、粥状動脈
硬化発症モデルである ApoE 欠損マウスと交配した E‐DNIκB;ApoE 欠損マウスを作製
した。高コレステロール食を 6ヶ月間負荷した後の Oil red O 染色による大動脈の解
析では、コントロール群である ApoE 欠損マウスに比較して、E‐DNIκB;ApoE 欠損マ
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ウス群で染色部位が少なく、粥状動脈硬化の進展が抑制されていた (Figure 2A)。ま
た、プラーク面積比率では、コントロール群 47.95±4.13％に対し、E‐DNIκB;ApoE
欠損マウス群で 37.68±3.34％と有意に小さかった (Figure 2B)。心臓、大動脈の組
織学的解析を行なったところ、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で、マクロファージの集
積が減少していた (Figure 2C)。また、大動脈の遺伝子発現の定量的解析では、炎症
関連遺伝子である TNF-αの発現が少なく、MCP-１、マクロファージの表面抗原である
F4/80 の発現が E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に抑制されていた (Figure 3)。 
以上の結果から、血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、高コレステロール食
負荷により惹起される血管の炎症が抑制され、粥状動脈硬化の形成が抑えられたこと
が示唆された。つまり、血管内皮細胞での NF-κB 経路は粥状動脈硬化に関与する重要
な経路と考えられた。 
血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、カフ障害による内膜肥厚が抑えられた 
E‐DNIκB マウスは、通常餌摂取下 8 週齢の時点で、コントロール群と比較し、体
重、空腹時血糖値、インスリン値、総コレステロール値、中性脂肪値といった代謝に
有意差は認められなかった。また、両群間で、収縮期血圧の有意差は認められなかっ
た（Table 1）。この条件下で、血管リモデリングに対する血管内皮細胞の NF-κB 経路
の役割を明らかにするために、カフ障害モデルを使用した。カフ留置を行なっていな
い大腿動脈では、E‐DNIκB マウス群とコントロール群でともに内膜肥厚は起こって
おらず、組織学的に大きな違いは認められなかったが、カフ留置 3週間後のコントロ
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ール群では、内膜肥厚が増大していた。一方、E‐DNIκB マウス群では著明に内膜肥
厚が抑えられていた（Figure 4A）。また、内膜の肥厚を内膜/中膜比率で評価したと
ころ、コントロール群で 0.59±0.07 に対し、E‐DNIκB マウス群で 0.31±0.08 と、
47.5％の有意な減少が認められた (Figure 4B）。 
以上の結果から、血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、血管のリモデリング
が抑制されることがわかった。 
 血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、炎症や平滑筋増殖関連因子の遺伝子発現
が抑制された 
内膜肥厚の発症機序は、白血球の誘導と平滑筋細胞への浸潤により引き起こされる強
い炎症が誘引とされている 23。そこで我々は、カフ留置 7日後の大腿動脈における血
管リモデリングに関与する遺伝子発現の解析を行なった。E‐DNIκB マウス群では、
コントロール群と比較して、炎症関連遺伝子である monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1)、tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 、interleukin (IL) -1β、
IL-6 の発現が有意に抑制されており、血管の炎症が抑えられていた(Figure 5A)。こ
れらの結果と同様に、マクロファージの表面抗原である F4/80 の遺伝子発現が E‐
DNIκB マウス群で有意に抑制されていた(Figure 5B)。加えて、 platelet-derived 
growth factor（PDGF-β）、stromal cell-derived factor-1（SDF-1α）といった平滑
筋増殖因子の発現が有意に抑制されていた(Figure 5C)。これらの結果は、血管内皮
細胞での NF-κB 経路遮断により、カフ障害により引き起こされる炎症や、平滑筋の増
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殖を抑えられることを示している。また、血球細胞の接着誘導に関与する細胞接着因
子である VCAM-１や ICAM-１の遺伝子発現が、E‐DNIκB マウス群で有意に抑制されて
おり (Figure 5C)、 superoxide dismutase (SOD)、glutathione-s-transferase (GST) 
といった酸化ストレスに関与する遺伝子発現が有意に抑制されていた (Figure 5D)。 
以上の結果から、血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、カフ障害により引き起
こされる外膜、中膜での炎症が抑えられ、さらには内膜肥厚の形成が抑えられたこと
が示唆された。つまり、血管内皮細胞での NF-κB 経路は血管リモデリングに関与する
重要な経路と考えられた。 
血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、AngⅡ負荷による腹部大動脈瘤の形成が著
明に抑制された 
次に我々は、同様に外膜中膜が炎症の中心である腹部大動脈瘤の形成に対する血管
内皮細胞での NF-κB 経路遮断による影響を検討した。AngⅡを 4 週間負荷した後の体
重や空腹時中性脂肪、コレステロール、血糖、インスリンの値はコントロール群と比
較して有意差は認められなかった（Table 2）。一方、血圧に関しては、コントロール
群にて AngⅡ負荷により収縮期血圧の著明な上昇が認められたが、E‐DNIκB;ApoE 欠
損マウス群ではその血圧上昇が有意に抑制された (Figure 6)。このことは、血管内
皮細胞の NF-κB 経路が AngⅡを介した血圧上昇に関与することが示唆された。AngⅡ
投与後の大動脈マクロ解析にて、E-DNIκB;ApoE 欠損マウス群では、コントロール群
と比較し、腹部大動脈瘤の形成が著明に抑えられた (Figure 7A)。また、腹部大動脈
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瘤の発生率は、コントロール群 92.3 % に対し、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で 13.3 % 
と著明に低値であり 、さらに、腹部大動脈の最大径は、コントロール群 に対し、E
‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に小さかった (Figure 7B)。また、死亡率は、コ
ントロール群 23.1 % に対し、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群 で 6.7 % と E‐
DNIκB;ApoE 欠損マウス群で低値であった。 
 以上の結果から、血管内皮細胞の NF-κB 経路阻害により、腹部大動脈瘤の発生が抑
えられたことより、血管内皮細胞での NF-κB 経路が腹部大動脈瘤に関与する重要な経
路と考えられた。 
血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、AngⅡにより引き起こされるマクロファー
ジの浸潤や大動脈の炎症、酸化ストレスが著明に抑制された 
腹部大動脈瘤に対する血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断による影響をさらに検討
するため、大動脈の組織学的、分子病態学的解析を行なった。大動脈の EHE 染色では、
コントロール群にて、AngⅡにより引き起こされた血管腔の拡大、中膜の弾性線維の
破壊が認められた。一方で E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群では、これらの現象が著明に
抑制された。さらに抗 Mac-3 染色により、コントロール群では外膜、中膜を中心とし
た血管壁へのマクロファージの強い集積を認めたが、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で
は、その集積が著明に抑えられていた (Figure 8)。これらの組織学的解析結果は、
大動脈の遺伝子発現の定量的解析にて確認できた。F4/80 の大動脈での発現は、コン
トロール群と比較して、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に抑制されていた(Figure 
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9A)。加えて、炎症関連因子である MCP-1、IL-1β (Figure 9B) や細胞接着因子の
VCAM-1(Figure 9C)の発現が有意に抑制されていた。さらに、SOD、GST といった酸化
ストレスに関与する遺伝子発現が E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に抑制されて
いた (Figure 9D)。そして、AngⅡ4 週間負荷後の酸化ストレスのマーカーである血漿
TBARS 値も E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に抑制されていた (Figure 9E)。 
以上の結果から、血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、AngⅡが引き起こすマ
クロファージの集積や炎症、酸化ストレスを抑制し、その結果、AngⅡ負荷により惹
起される腹部大動脈瘤の形成が抑えられたと考えられた。 
血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により腹部大動脈瘤の形成を抑制する機序に、MMP
活性化の抑制が示唆された 
次 に 我 々 は 、 大 動 脈 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ  （ Matrix 
metalloproteinases; MMPs）の発現を調べた。MMPs は、血管壁の弾性線維や膠原線維
を反応性に破壊する金属要求性蛋白分解酵素の総称である。その MMPs の中で、MMP-2 
と MMP-9 は、腹部大動脈瘤に大量に存在する蛋白分解酵素である 32、33。マクロファー
ジが誘導するMMP-9と平滑筋由来のMMP-2はともに動脈瘤の形成に主要な役割を果た
していることが報告されている 19。そこで我々は、MMP ゼラチンザイモグラフィーを
用いて、AngⅡ4 週間負荷後の大動脈の MMPs の活性化を解析した。コントロール群に
比較して、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群では、proMMP-2、MMP-2、proMMP-9 などの MMP
の活性化が抑制されていた(Figure 10A)。さらに、MMPs の遺伝子発現の解析で、MMP-2、
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MMP-9 などの MMP の発現は、E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群で有意に抑制されることが
確認できた(Figure 10B)。 
以上の結果から、血管内皮細胞での NF-κB 経路遮断により、MMP－2、MMP-9 の活性
化が抑制され、その結果、AngⅡ負荷により惹起される腹部大動脈瘤の形成が抑えら
れたと考えられた。 
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考察 
本研究では、血管内皮における NF-κB 経路を遮断することにより、粥状動脈硬化や
血管リモデリングおよび腹部大動脈瘤形成が抑制されることが示された。Henke らの
報告 23では、血管内皮細胞 NF-κB 経路の遮断により、細小血管障害の一つである腎障
害の進展が予防されることが示されている。また、Gareusu らの報告 24では、血管内
皮細胞 NF-κB 経路の阻害により、内膜の炎症が中心である動脈硬化の発症進展が阻害
されることが示されている。粥状動脈硬化は内膜、中膜での炎症反応により発症進展
し、血管リモデリングや腹部大動脈瘤形成は主に外膜、中膜での炎症反応により引き
起こされると考えられていることから、今回の私の研究結果は、血管内皮における
NF-κB 経路が血管全体における炎症反応に大きく寄与するという内皮の役割を明らか
にしたものである。 
今回の研究により、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断することにより、高コ
レステロール食負荷により惹起される粥状動脈硬化の形成が抑制されることが確認
できた。動脈硬化進展の機序は、血管内皮への脂質粒子の集積、血管内皮細胞の活性
化、ケモカインの放出、血管内皮下組織へのマクロファージ等の免疫細胞の浸潤、血
管内腔の狭小化を特徴とする慢性炎症 34である。今回の研究では、血管内皮細胞での
み NF-κB 経路を遮断することにより、炎症関連因子の発現増加やマクロファージの集
積が抑制され、さらには著明に粥状動脈硬化の発症進展が抑制された。最近の報告で、
血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断することで、高コレステロール食負荷により引
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き起こされる血管の炎症を抑え、動脈硬化の進展が抑制したと報告されたが 24、今回
の私の研究でも同様の結果を示すことができた。つまり血管内皮細胞での NF-κB 経路
は、高コレステロール食負荷により惹起される血管の炎症、さらには動脈硬化の形成
を制御する重要な経路と考えられた。 
今回の研究で解明された重要な結果の一つは、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮
断することにより、カフ障害による内膜肥厚が抑えられたことである。血管リモデリ
ングは、冠動脈の血管形成術後の再狭窄の際、非常に重要な問題点である 35。そして
その機序には、血管平滑筋細胞の遊走と分化増殖が関与する。カフ障害モデルでは、
外膜の炎症細胞の浸潤が、中膜の平滑筋細胞の遊走、集積、さらには、内膜での細胞
外マトリックスの沈着を引き起こすと考えられている 5、36。 今回の研究により、カ
フ障害モデルにおいて、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断することで、炎症や平
滑筋の分化、酸化ストレスに関与する因子の発現を抑制した。さらに、マクロファー
ジの発現の減少に関連して、VCAM-1、ICAM-1 といった細胞接着因子の発現が同様に抑
制された。これらの結果は、血管内皮での細胞接着因子の発現増加が、マクロファー
ジの浸潤、外膜での炎症、酸化ストレスを誘引し、さらには内膜肥厚を引き起こすと
考えられ、それらの機序として、血管内皮細胞の NF-κB 経路が重要な役割を演じてい
ることが示唆された。 
今回の研究で解明されたもう一つの重要な結果は、血管内皮細胞の NF-κB 経路は、
腹部大動脈瘤の形成において重要な過程であるということである。腹部大動脈瘤は、
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いくつかの機序により、外膜中膜を中心とした血管の炎症反応により引き起こされる
6。マクロファージ/白血球は、弾性線維や膠原線維、ラミニンを含む構造蛋白を分解
する MMPs などの蛋白分解酵素を活性化させる主要な因子である 9。また、浸潤した免
疫細胞は炎症性サイトカインの放出により組織障害を増強し、さらなる免疫細胞の誘
導や、平滑筋細胞のアポトーシスを起こす 37。そして、死滅した平滑筋細胞から蛋白
分解酵素が放出され、マトリックスの分解を引き起こす 17、38。さらに、酸化ストレス
は、大動脈瘤の形成を促進するとの報告がある 39。今回の研究では、腹部大動脈瘤モ
デルにおいて、血管内皮細胞でのみ NF-κB 経路を遮断することにより、大動脈の炎症
因子や酸化ストレス関連因子の発現が抑制されていた。さらに、MMP2 や MMP-9 の蛋白
分解酵素の発現が抑制されていた。そして、VCAM-1 や F4/80 の発現が減少しており、
血管内皮へのマクロファージの浸潤経路が遮断されたことを示していた。これらの結
果は、血管内皮での細胞接着因子の発現増加が、マクロファージの浸潤、外膜での炎
症、酸化ストレスを誘引し、さらには MMPs を活性化し、腹部大動脈瘤形成を引き起
こすと考えられ、それらを惹起する機構として、血管内皮細胞の NF-κB 経路が重要な
役割を演じていることが示唆された。腹部大動脈瘤の形成における血管内皮とマクロ
ファージの関係については、P-selectin や CCR2 の欠如により腹部大動脈瘤の形成が
抑えられるとの報告 37、40、41 があることからも、細胞接着因子の発現を調節している
血管内皮細胞での NF-κB 経路が、腹部大動脈瘤形成の病態に非常に重要であることが
示唆された。なお、腹部大動脈瘤破裂、死亡時期については、本研究では解析してお
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らず、今後さらなる検討が必要であると考えられた。 
この E‐DNIκB;ApoE 欠損マウスでは、AngⅡ投与により引き起こされる血圧上昇が
著明に抑制された。血圧を調節する主要な血管拡張因子としては、血管内皮由来
nitric oxide (NO) が知られているが 42、NF-κB 経路は、nitric oxide sythase 3 (Nos3)
の発現を制御しているとの報告25がある。血管内皮から産生されるNOを遮断したNos3
欠損マウスでは、動脈瘤形成を促進するなどの報告43があるが、この実験モデルでは、
血圧と腹部大動脈瘤の関係は少ないとされている 44。しかしながら、多くのコホート
や疫学研究から血圧と腹部大動脈瘤の関与が報告されている 45-47。血管内皮細胞での
NF-κB 経路による eNOS 発現調節が、腹部大動脈瘤の形成における機序に関わってい
る可能性が考えられ、今後さらなる検討が必要である。また、Henke らの報告 23では、
AngⅡ投与により、内皮細胞での DNIκB 発現マウスにおいても血圧上昇が認められ、
本研究とは異なる結果であった。異なる理由としては、Henke らの報告では、血管内
皮特異的プロモーターとして、Tie2 ではなく、Tie1 プロモーターを使用しているこ
と、ApoE 欠損マウスとの交配ではないこと、血管拡張を抑制する NO synthase 
inhibitor である L-NAME を使用していること、高塩食負荷であること等が考えられた。 
今回、血管内皮における NF-κB 経路の遮断により、内膜、中膜での炎症反応により
発症進展する粥状動脈硬化、さらには主に外膜、中膜での炎症反応により引き起こさ
れると考えられている血管リモデリングや腹部大動脈瘤形成を抑制することが証明
された。粥状動脈硬化の解析では、血管内皮細胞での NF-κB 経路は、高コレステロー
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ル食負荷により惹起される血管の炎症、さらに粥状動脈硬化の形成を調節する重要な
経路と考えられた。また血管リモデリングの解析では、血管内皮細胞での NF-κB 経路
は、血管内皮での細胞接着因子の発現、マクロファージの浸潤を制御することで、外
膜での炎症、酸化ストレス、さらには内膜肥厚に関与すると考えられた。そして腹部
動脈瘤形成の解析では、血管内皮細胞の NF-κB 経路は、血管リモデリングでの機序と
同様に、血管内皮での細胞接着因子の発現、マクロファージの浸潤を制御することで、
外膜での炎症、酸化ストレス、さらには MMPs の活性を調節し、腹部大動脈瘤形成に
関与すると考えられた。今回の研究結果は、血管内皮細胞が NF-κB 経路を介して、外
膜、中膜の炎症を調節しているということを示している。 
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結論 
血管内皮における NF-κB 経路の遮断により、内膜、中膜での炎症反応により発症進
展する粥状動脈硬化、さらには主に外膜、中膜での炎症反応により引き起こされると
考えられている血管リモデリングや腹部大動脈瘤形成を抑制することが証明された。 
粥状動脈硬化の解析では、血管内皮細胞での NF-κB 経路は、高コレステロール食負
荷により惹起される血管の炎症、さらには粥状動脈硬化の形成を調節する重要な経路
と考えられた。また血管リモデリングの解析では、血管内皮細胞での NF-κB 経路は、
血管内皮での細胞接着因子の発現、マクロファージの浸潤を制御することで、外膜で
の炎症、酸化ストレス、さらには内膜肥厚に関与すると考えられた。そして腹部大動
脈瘤形成の解析では、血管内皮細胞の NF-κB 経路は、血管リモデリングでの機序と同
様に、血管内皮での細胞接着因子の発現、マクロファージの浸潤を制御することで、
外膜での炎症、酸化ストレス、さらには MMPs の活性を調節し、腹部大動脈瘤形成に
関与すると考えられた。今回の研究結果は、血管内皮細胞が NF-κB 経路を介して、外
膜、中膜の炎症を調節しているという、諸病態における内皮の役割を明らかにしたも
のである。 
この血管内皮細胞における NF-κB 経路は、心血管病や血管形成術後の再狭窄からの
保護における今後の新たな治療のターゲットとなり得る可能性が示された。 
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図・表 
Figure 1 
E‐DNIκB マウスの血管内皮細胞で、NF-κB 経路が遮断されていることの確認。 
A トランスジェニックマウス（E‐DNIκB マウス）の作製方法 
B 肺組織における IκBαの免疫ブロット法による解析 
C p65 抗体の免疫染色による胸部大動脈組織像、L：血管内腔、A：血管外膜、矢印： 
血管内皮核、200 倍拡大像 
D 単離した血管内皮細胞の遺伝子発現解析 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB マウス群、コントロール群ともに n=4）
で表記。 
p<0.05 対 対照マウス。 
＊ unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 2 
高コレステロール食 6ヶ月間負荷後の心臓、大動脈の形態学的解析。 
A 大動脈の Oil Red O 染色像 
B 大動脈内膜全面積に対するプラーク面積比率 
C MOMA2 抗体による免疫染色、Oil Red O 染色による心臓、大動脈凍結切片組織像 
40 倍拡大像、100 倍拡大像 
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（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群、コントロール群ともに n=5）で表記。 
＊ p<0.05 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 3 
高コレステロール食 6ヶ月間負荷後の大腿動脈の遺伝子発現解析。 
炎症関連遺伝子発現 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群、コントロール群とも
に n=5）で表記。 
＊ p<0.05 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 4 
ポリエチレンカフを留置し、3 週間後の新生内膜形成の形態学的解析。 
A EHE 染色組織像 200 倍拡大像、矢印：内膜肥厚部位 
B 内膜/中膜比率 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB マウス群 n=4、コントロール群 n=6）で
表記。 
p<0.05 対 対照マウス。 
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unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 5 
ポリエチレンカフを留置し、1 週間後の大腿動脈の遺伝子発現解析。 
A 炎症関連遺伝子発現 
B F4/80 遺伝子発現 
C 平滑筋増殖因子遺伝子発現、接着因子関連遺伝子発現 
D 酸化ストレス関連遺伝子発現  
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB マウス群、コントロール群ともに n=6）
で表記。 
＊ p<0.05 対 対照マウス、 ＊＊ p<0.01 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
Figure 6 
AngⅡ負荷前、4 週間負荷後の収縮期血圧測定値。 
収縮期血圧測定値 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損群、コントロール群ともに n=6）
で表記。 
＊＊ p<0.01 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
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Figure 7 
AngⅡ4 週間負荷後の腹部大動脈瘤の解析。 
A 大動脈の肉眼像 
B 大動脈最大径計測値 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群 n=15、コントロール
群 ｎ=13）で表記。 
＊ p<0.05 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 8 
AngⅡ4 週間負荷後の大動脈の形態学的解析。 
A EHE 染色組織像 100 倍拡大像 
B EHE 染色組織像、抗 Mac3 抗体による免疫染色像 200 倍拡大像 
（E‐DNIκB;ApoE 欠損群、コントロール群ともに n=6） 
 
Figure 9 
AngⅡ4 週間負荷後の大動脈の遺伝子発現解析、および血漿 TBARS 値。 
A F4/80 遺伝子発現 
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B 炎症関連遺伝子発現 
C 接着因子関連遺伝子発現  
D 酸化ストレス関連遺伝子発現  
E 血漿 TBARS 値 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群 n=8、コントロール群
ｎ=6）で表記。 
＊ p<0.05 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Figure 10 
AngⅡ4 週間負荷後の大動脈の MMPs の発現解析。 
A 大動脈のゼラチンザイモグラフィーによる解析 
B 大動脈の MMPs の遺伝子発現解析 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群 n=8、 コントロール
群 ｎ=6）で表記。 
＊＊ p<0.01 対 対照マウス。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Table 1 
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8 週齢の E‐DNIκB マウスの体重、血漿解析。 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB マウス群、コントロール群ともに n=4）
で表記。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
Table 2 
AngⅡ4 週間負荷後の E‐DNIκB マウスの体重、血漿解析。 
データの値は平均値±標準誤差（E‐DNIκB;ApoE 欠損マウス群、コントロール群とも
に n=9）で表記。 
unpaired t test を用いて有意差検定を行なった。 
 
 
Table 3  
リアルタイム定量 PCR に用いたプライマーDNA 配列。 
以下に略語の正式名称を記す。 
MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1  
TNF-α, tumor necrosis factor alpha  
IL-1beta, interleukin-1beta  
IL-6, interleukin-6  
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PDGF-β, platelet-derived growth factor 
SDF-1α, stromal cell-derived factor-1 
GST, glutathione-s-transferase 
SOD, superoxide dismutase 
MMP-2, matrix metalloproteinase-2 
MMP-9, matrix metalloproteinase-9  
